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RESUMO 
 
Sementes de Caesalpinia echinata contêm grande quantidade de proteínas 
incluindo enzimas e inibidores; mas, até o momento pouco se sabia da composição e 
atividade de peptidases nessas sementes. Nosso grupo já purificou e caracterizou 
inibidores de calicreína plasmática humana (CeKI), elastase (CeEI) e catepsina B 
(CeCBI) presentes nas sementes de Caesalpinia echinata. Depois dos inibidores, nos 
interessamos em estudar as peptidases. As proteínas das sementes foram extraídas 
em tampão Tris 0,02 M pH 7,5. A peptidase foi purificada do extrato por cromatografias 
de troca iônica, filtração em gel e interação hidrofóbica. Alguns substratos 
cromogênicos foram testados e essa enzima apresentou alta atividade na hidrólise de 
H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (Km = 55,7 μM, Vmáx = 0,319 μmol min
-1 mg proteína-1) e Bz-
Ile-Glu-Gly-Arg-pNan (Km = 297 μM, Vmáx = 0,544 μmol min
-1 mg proteína-1). A enzima 
foi inativada por inibidores de serino-endopeptidases do tipo da tripsina (TLCK e 
benzamidina), mas não por inibidores de cisteíno (E64), metalo (EDTA) e aspartil-
endopeptidases (pepstatina A). A peptidase apresentou pH ótimo entre 7,1 e 9,2, e se 
manteve estável entre 30 e 45oC, por 30 min, perdendo totalmente a atividade acima 
de 55oC. As características da enzima purificada permitem a classificá-la como uma 
serino-endopeptidase. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Peptidases 
Peptidases são enzimas que catalisam a hidrólise de ligações peptídicas em 
proteínas e representam aproximadamente 2% do número total de proteínas em todos 
os tipos de organismos (Barrett et al., 2001). A proteólise é fundamental para o 
funcionamento normal de organismos e as enzimas proteolíticas estão intrinsecamente 
envolvidas em muitos aspectos do desenvolvimento, fisiologia, defesa e resposta ao 
estresse, e adaptações a mudanças ambientais; regula o processamento e o nível 
intracelular de proteínas e remove proteínas anormais ou danificadas da célula 
(Schaller, 2004).  
As peptidases podem ser classificadas pelo tipo da reação catalisada, pela 
natureza química do sítio catalítico e pela linha de evolução definida pela estrutura das 
enzimas (Rawlings et al., 2004).  
De acordo com a reação catalisada, essas enzimas estão divididas em três 
grupos: as exopeptidases (EC 3.4.11-18), que clivam um ou poucos resíduos de 
aminoácidos da extremidade da cadeia polipeptídica, as endopeptidases (EC 3.4.21-
99), que atuam em ligações internas, hidrolisando substratos peptídicos e proteicos e 
as ômega peptidases (EC 3.4.19), dipeptidases específicas, que removem dois 
resíduos terminais das porções amino- ou carboxi-terminal. Em relação à 
nomenclatura, o termo “proteinases” refere-se apenas às endopeptidases, enquanto 
que “proteases” e “peptidases” incluem, além das endopeptidases, as exopeptidases 
(Barrett, 1997).  
As exopeptidases são classificadas de acordo com seu substrato específico 
como amino- (EC 3.4.11) ou carboxi-peptidases (EC 3.4.16-18) e as endopeptidases 
são classificadas em grupos, de acordo com seu mecanismo catalítico (Palma et al., 
2002).  
Pelo menos quatro tipos de mecanismos catalíticos de peptidases são 
conhecidos, nos quais resíduos de serina, cisteína ou ácido aspártico e grupos 
metálicos desempenham papel fundamental na catálise. Nas serino (EC 3.4.21) e 
cisteíno-peptidases (EC 3.4.22), o grupo nucleófilo do sítio catalítico é parte de um 
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aminoácido (Ser ou Cys); já nas aspartil (EC 3.4.23) e metalo-peptidases (EC 3.4.24) o 
ataque nucleofílico é feito por uma molécula ativada de água. Uma conseqüência disso 
é que só serino- e cisteíno-peptidases podem atuar como transferases por formarem 
intermediários de acil-enzima (Barrett et al., 1998). 
De acordo com a linha de evolução, as famílias das enzimas são subdivididas 
em clãs, termo usado para descrever um grupo de famílias de peptidases que 
evoluíram de um único ancestral, mas que divergiram durante a evolução. A 
similaridade da estrutura tridimensional é uma evidência clara da relação entre clã e 
família, mas essa relação pode ser revelada também por meio da disposição dos 
resíduos de aminoácidos da cadeia polipeptídica que faz parte da catálise, mesmo que 
essa seqüência tenha similaridade limitada (Barrett, 1997). 
As serino-endopeptidases (Ser-EP) possuem um mecanismo de reação 
baseado em uma tríade catalítica bem caracterizada que compreende, em geral, um 
resíduo de serina, um de ácido aspártico e um de histidina, entretanto também se pode 
encontrar a presença de lisina na tríade catalítica e a ausência ou a substituição do 
ácido aspártico. O mecanismo catalítico depende do grupo hidroxila do resíduo de 
serina que realiza o ataque nucleofílico sobre o peptídeo (Schaller, 2004). 
Há cerca de 40 famílias de Ser-EP distintas com base na comparação de 
seqüência de aminoácidos. A maioria dessas famílias foi agrupada em clãs (resumido 
no QUADRO 1), quando comparadas às estruturas terciárias e a seqüência dos 
resíduos dos sítios ativos (Barrett et al., 1998). 
Na família S1 das Ser-EP, a tríade catalítica (FIGURA 1) é composta por 
resíduos conservados de serina (Ser-195), histidina (His-57) e ácido aspártico (Asp-
102), que podem ocupar posições ligeiramente diferentes nas diversas Ser-EP, mas 
que estão orientados de modo a participarem do mecanismo catalítico da enzima, num 
arranjo espacial comum a todas elas (Bode et al., 1989; Polgár, 2005). 
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QUADRO 1:  ALGUNS MEMBROS DE CLÃS DE SERINO-ENDOPEPTIDASES 
Clã Resíduos Catalíticos Estrutura Terciária Exemplo 
SA His, Asp, Ser Barril β duplo Família S1 (tripsina) 
SB Asp, His, Ser Fita β paralela Família S8 (subtilisina) 
SC Ser, Asp, His Hidrolase α,β Família S9 (oligopeptidase B) 
SE Ser, Lys Hélices e sanduíche 
α+β  
Família S11 (mureína-D-D-en-
dopeptidase) 
SF Ser, Lys (His) Barril β simples Família S24 (repressor LexA) 
SH His, Ser, His Estrutura β Família S21 (assemblina de 
citomegalovírus) 
 
 
 
Inicialmente, o grupo OH da Ser-195 transfere seu hidrogênio para o nitrogênio 
do grupo imidazol da His-57. O íon imidazol formado é estabilizado pelo efeito de 
polarização do grupo carboxílico do Asp-102, devido a uma ponte de hidrogênio. 
O carbono da ligação peptídica sofre um ataque nucleofílico pelo oxigênio 
negativo da Ser-195, ao mesmo tempo em que um dos pares de elétrons da carbonila 
é transferido para o oxigênio. Com isso, o carbono da ligação peptídica passa a ter 
uma configuração tetraédrica. A carga negativa do oxigênio volta a formar a dupla 
ligação e, com o rompimento da ligação C-N, o próton da His-57 vai para o nitrogênio 
da ligação peptídica. Com o rompimento da ligação peptídica, forma-se a acil-enzima, e 
o grupo amino da nova porção amino-terminal (N-terminal) da cadeia peptídica. A acil-
enzima é altamente susceptível ao ataque por água. O N do grupo imidazol da His-57 
atrai um próton da água, favorecendo o ataque nucleofílico da hidroxila restante ao 
carbono do grupo acila da acil-enzima, formando um novo intermediário tetraédrico. Os 
elétrons da carga negativa do oxigênio voltam a formar a dupla ligação (C=O) ao 
mesmo tempo em que ocorre a ruptura da ligação acila. O próton da His-17 é atraído 
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pela carga negativa do oxigênio da Ser-195, restaurando a carboxila e a enzima 
intacta.  
 
 
 
 
 
FIGURA 1: ORIENTAÇÃO DA TRÍADE CATALÍTICA DE UMA SER-EP 
(Quimotripsina, Polgár, 2005). 
 
 
Um esquema simplificado dos mecanismos de acetilação e desacetilação para o 
ataque de Ser-EP à ligação peptídica é mostrado na FIGURA 2. 
Pelo fato do sítio ativo das Ser-EP ser muito nucleófilo, geralmente essas 
enzimas são inibidas por reagentes como diisopropilfluorofosfato (DFP), fluoreto de 
fenilmetilsulfonila (PMSF) e 3,4-dicloroisocoumarina (Harper et al., 1985).  
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FIGURA 2: ESQUEMA DO MECANISMO DE AÇÃO DAS SER-EP EM LIGAÇÕES 
PEPTÍDICAS. Na acilação, X representa o grupo NHR na hidrólise de peptídeos, e 
na desacetilação X representa o grupo OH (Polgár, 2005). 
 
 
Ser-EP são encontradas em eucariotos, procariotos e vírus e participam de 
muitos processos fisiológicos humanos que incluem: digestão (tripsina, quimotripsina e 
elastase), resposta imune (fatores B, C, D do complemento), coagulação sangüínea 
(fatores VIIa, IXa, Xa, XIIa), fibrinólise (uroquinase, ativador tecidual de plasminogênio, 
plasmina, calicreína) e reprodução (acrosina) (Polgár, 2005).  
Há tempos, pensou-se que Ser-EP fossem raras em vegetais; entretanto, mais 
recentemente, muitas dessas enzimas foram isoladas e purificadas de várias espécies 
de plantas, sendo encontradas em diferentes partes dos vegetais (Antão, Malcata, 
2005). As Ser-EP encontradas em plantas estão envolvidas numa variedade de 
processos fisiológicos como senescência (Huffaker, 1990), morte programada de célula 
e diferenciação de tecidos (Groover, Jones, 1999), xilogênese (Ye, Varner, 1996), 
patogênese em plantas infectadas por vírus (Tornero et al., 1997) e germinação (Sutoh 
et al., 1999). Elas já foram isoladas em sementes de diversas espécies e, entre elas, 
leguminosas como a soja (Beilinson et al., 2002) e o feijão azuki (Basu et al., 1996). 
 
acetilação 
desacetilação 
x       x 
x       x 
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As cisteíno-endopepetidases (Cys-EP) têm o grupo sulfidrila de uma cisteína 
como nucleófilo e apresentam mecanismo catalítico similar ao das Ser-EP, em que são 
necessários um nucleófilo e um doador de próton. Nas Cys-EP, um resíduo de histidina 
tem sido identificado como o doador de próton, como na maioria das Ser-EP. Embora 
seja evidente que algumas famílias de Cys-EP requeiram um terceiro resíduo para 
orientar o anel imidazólico da His, outras famílias requerem somente uma díade 
catalítica (Barrett et al., 1998). Além da presença dos resíduos de cisteíno e histidina, 
outros aminoácidos, como a glutamina, a asparagina ou o ácido aspártico podem estar 
envolvidos na tríade catalítica (Beers et al., 2000). 
Em animais, exemplos de cisteinoproteases são as caspases e algumas 
catepsinas. As caspases clivam proteínas após um resíduo de ácido aspártico e, 
provavelmente, são as moléculas mais importantes na indução de apoptose. 
(Nicholson, Thornberry, 1997; Bergeron et al., 1998). As catepsinas são Cys-EP 
lisossomais das células de mamíferos e estão envolvidas em diversos processos 
fisiológicos e patológicos, como no processamento de Ser-EP (Pham, Ley, 1999), na 
hidrólise de neuropeptídeos (Brgulijan et al., 2003), processo de remodelagem óssea 
(Saftig et al., 1998), no processamento e apresentação de antígenos (Shi et al., 1999), 
na hidrólise das cadeias invariantes do MHC classe II (Tolosa et al., 2003), na hidrólise 
de lipoproteínas de baixa densidade, o que pode levar ao processo de aterosclerose 
(Oorni et al., 2004) e na invasão e progressão tumoral (Tsushima et al., 1991; 
Podgorski, Sloane, 2003). 
Em plantas, as Cys-EP são as enzimas mais estudadas. Por muito tempo, a 
papaína, primeira Cys-EP descrita isolada do látex e fruto de Carica papaya (mamão 
papaia), foi utilizada como modelo para o estudo do mecanismo e estrutura desse 
grupo de peptidases (Drenth et al., 1968a e 1968b). As Cys-EP encontradas em 
plantas estão envolvidas na degradação de proteínas e mobilização de nitrogênio 
durante a germinação de sementes (Sutoh et al., 1999; Schlereth et al., 2000); 
senescência (Kato, Minamikawa, 1996; Chen et al., 2002; Wagstaff et al., 2002); em 
diferentes eventos de morte celular programada (Solomon et al., 1999; Beers et al., 
2000; Wan et al., 2002; Belenghi et al., 2003) e também contribuem para a resistência 
contra patógenos e insetos (Krüger et al., 2002; Kono et al., 2004). 
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As aspartil-endopeptidases (A-EP) são enzimas ativas em pH ácido, que 
utilizam dois resíduos de ácido aspártico em sua atividade catalítica com a participação 
direta de uma molécula de água e são especificamente inibidas por pepstatina A – 
FIGURA 3 (Barrett et al., 1998).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 3. ORIENTAÇÃO DO SÍTIO CATALÍTICO DE UMA A-EP (conformação dos 
resíduos de Asp na pepsina porcina, Barrett et al., 1998). 
 
 
As funções biológicas das A-EP em plantas ainda são pouco conhecidas se 
comparadas ao que se conhece em mamíferos, microorganismos e vírus, nos quais 
desempenham diversas funções incluindo: processamento de proteínas específicas 
(renina, catepsina D), degradação proteica (enzimas gástricas como quimosina e 
pepsina) ou processamento de poliproteínas virais (A-EP do vírus HIV) (Davies, 1990; 
Mutlu, Gal, 1999). Em geral, a grande maioria das A-EP de plantas está envolvida em 
processamento e/ou degradação proteica em diferentes órgãos, como também na 
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senescência, repostas a estresse, morte programada de célula e reprodução (Simões, 
Faro, 2004). Algumas aspartilproteases já foram isoladas de sementes de soja 
(Terauchi et al., 2004) e de folhas de feijão-catador (Carvalho et al., 2001). 
As metalo-endopeptidases (M-EP) estão entre as hidrolases cujo ataque 
nucleofílico à ligação peptídica é mediada por uma molécula de água. Essa 
característica é compartilhada com as A-EP; no entanto, nas M-EP um cátion metálico 
divalente, geralmente zinco mas, às vezes, cobalto ou manganês, ativa a molécula de 
água. O íon metálico é posicionado por ligantes de aminoácidos, os quais normalmente 
se apresentam em número de três (Barrett et al., 1998), como pode ser visto na 
FIGURA 4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 4. ORIENTAÇÃO DO SÍTIO CATALÍTICO DE UMA M-EP (termolisina 
secretada por Bacillus thermoproteolyticus, Barrett et al., 1998). 
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As M-EP incluem endopeptidases animais envolvidas na degradação da matriz 
extracelular.  
Em plantas, M-EP incluem exo- e endopeptidases em muitas posições 
subcelulares diferentes, com função meramente degradativa ou processos altamente 
específicos (Schaller, 2004). Estudos sugerem que elas desempenham importante 
papel na regulação do crescimento e desenvolvimento, podendo até estar envolvidas 
na morte programada de células (Beers et al., 2000). Nosso grupo já isolou uma M-EP 
de sementes da leguminosa Enterolobium contortisiliquum – orelha-de-macaco (Silva et 
al., 1994). 
 
1.2. Sementes 
Uma das mais espetaculares inovações que surgiram durante a evolução das 
plantas vasculares foi a semente. As sementes são um dos principais fatores 
responsáveis pela dominância das plantas com sementes na flora atual, porque elas 
têm um grande valor de sobrevivência. A proteção que a semente confere ao embrião 
dá às plantas com sementes uma grande vantagem seletiva em relação aos grupos 
que não têm sementes, além do alimento armazenado que lhe está disponível nos 
estágios críticos da germinação e estabelecimento (Raven et al., 2001). 
As sementes são indivíduos independentes da planta-mãe, podendo se 
desenvolver em outro local com suas próprias reservas nutritivas, armazenadas 
principalmente na forma de carboidratos, lipídios e proteínas. Tais reservas são 
consumidas durante a manutenção e o desenvolvimento do embrião até a formação de 
uma plântula capacitada a se manter de forma autotrófica, ou seja, capaz de retirar do 
ambiente os nutrientes necessários para seu estabelecimento e desenvolvimento 
(Buckeridge et al., 2004). 
Além das proteínas de reserva que fornecem o esqueleto de amônia e carbono 
para o desenvolvimento da nova plântula, as sementes de leguminosas contêm 
inibidores de peptidases e outras enzimas necessárias para o seu metabolismo 
(Duranti, Gius, 1997). O sucesso do estabelecimento do novo indivíduo é determinado, 
portanto, pelos fatores fisiológicos e bioquímicos da semente, dentre outros (Bewley, 
1997). 
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1.3. Caesalpinia echinata (pau-brasil) 
Caesalpinia echinata Lam (FIGURA 5) é uma espécie nativa do Brasil, 
pertencente à família Fabaceae, subfamília Caesalpinioideae, sendo conhecida como 
pau-brasil, ibirapitanga, pau-rosado, pau-de-Pernambuco ou ibirapitã (Cunha, Lima, 
1992). É uma espécie endêmica da Mata Atlântica e considerada uma das árvores 
raras desse bioma devido à exploração excessiva (Rocha, 2004).  
A árvore adulta possui cerca de 8 a 12 metros de altura, com tronco variando de 
30 a 40 centímetros de diâmetro. Registros apontam em áreas naturais, crescimento de 
até 30 m de altura, podendo até 70 centímetros de diâmetro (Aguiar, 2000). Apresenta 
acúleos resistentes, folhas compostas, bipinadas de 10 a 15 centímetros de 
comprimento e 2 a 3 centímetros de largura. Suas sementes de coloração acastanhada 
são normalmente planas e irregularmente orbiculares, com a 1 a 1,50 cm de diâmetro 
(Cunha, Lima, 1992). 
A primeira atividade econômica desenvolvida pelos portugueses em terras 
brasileiras foi o extrativismo do pau-brasil, ocupando o centro da história brasileira 
durante todo o primeiro século de colonização. A madeira do pau-brasil era de fonte de 
pigmento vermelho utilizado como corante e tinta de escrever, assim como matéria-
prima para trabalhos de torno e marcenaria de luxo. Embora abundante na época da 
chegada dos portugueses, hoje essa árvore é uma espécie ameaçada de extinção 
devido à exploração ilegal e irresponsável. Atualmente seu uso restringe-se à 
confecção de arcos para instrumentos de corda, principalmente violino (Carvalho, 1994; 
Lorenzi, 1992; Mainieri, 1960). 
Como está oficialmente classificada pelo IBAMA como ameaçada de extinção, 
grandes esforços estão sendo realizados para a manutenção da espécie. 
Uma alternativa para a manutenção da variabilidade genética de plantas é o 
cultivo de mudas em viveiros ou implantação de bosques. Iniciativas públicas e 
privadas para a conservação do pau-brasil foram feitas através de implantação de 
bosques homogêneos, algumas vezes em áreas de ocorrência não natural da espécie 
(Rocha, 2004), como os mantidos pelo Instituto de Botânica, no Parque Estadual 
Fontes do Ipiranga, em São Paulo, e na Reserva Biológica e Estação Experimental de 
Moji-Guaçu (SP). 
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FIGURA 5. Caesalpinia echinata (pau-brasil). (1) aspecto geral da árvore; (2) 
inflorescências; (3) detalhe da flor; (4) sementes maduras; (5) sementes maduras 
atacadas por insetos; (6) fases iniciais da germinação da semente; (7) plântula 
normal (Dr. Edison Paulo Chu, Instituto de Botânica de São Paulo). 
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Outra alternativa é a utilização das espécies no espaço urbano. A árvore de pau-
brasil, por exemplo, é indicada para arborização urbana devido ao seu porte elegante, 
entre outros atributos favoráveis (Barbedo et al., 2005). 
Há alguns anos, nosso grupo vem trabalhando com sementes de C. echinata, de 
onde foram purificados e caracterizados inibidores de diversas peptidases como 
tripsina (Oliveira et al., 2002), quimotripsina, calicreína plasmática humana, plasmina, 
fator XIIa e fator Xa (Cruz-Silva et al., 2004), catepsina B (Watanabe et al., 2005; Cruz-
Silva et al., 2006) e elastase (Oliveira-Silva, 2005; Cruz-Silva et al., 2006); desse último 
inibidor, já foi feita a clonagem, a expressão e a caracterização do inibidor 
recombinante (Cruz-Silva, 2006; Cruz-Silva et al., 2007). Dessa maneira, tornou-se 
interessante identificar a atividade catalítica de peptidases de sementes de C. echinata. 
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2. OBJETIVOS 
1. Estabelecer uma estratégia eficiente para a purificação de uma peptidase 
das sementes de Caesalpinia echinata Lam.; 
2. Usar diferentes técnicas para caracterizar a peptidase purificada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MATERIAL 
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3. MATERIAL 
Sementes: As sementes de Caesalpinia echinata Lam. foram coletadas dos 
frutos colhidos diretamente das árvores de bosque homogêneo implantado na Reserva 
Biológica e Estação Experimental de Mogi Guaçu, SP, em duas épocas distintas: 
dezembro de 2003 a janeiro de 2004 e em 30/11/2006. 
 
Colunas: DEAE-Sephadex A-50, Sepharose 4B ativada por CNBr, HiPrep 16/10 
Q FF, Superdex-75 e SourceTM 15Phe PE 4,6/100 foram comercialmente adquiridas da 
GE Healthcare (Piscataway, NJ, EUA). 
 
Substratos cromogênicos: Bz-Ile-Glu(γ-OR)Gly-Arg-pNan (S2222), H-D-Pro-
Phe-Arg-pNan (S2302), H-D-Val-Leu-Lys-pNan (S2251) e N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNan 
foram obtidos da Chromogenix (Milão, Itália); MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNan e Z-Phe-
Arg-pNan da Calbiochem (San Diego, CA, USA); Tosil-Gly-Pro-Arg-pNan da 
Pentapharm (Munique, Alemanha) e N-Suc-Phe-pNan da Bachem Biochemical GmbH 
(Heidelberg, Alemanha). 
 
Enzima: tripsina pancreática bovina foi obtida da Sigma-Aldrich Chemical 
Company Inc (Saint Louis, MO EUA) 
 
Inibidores: Inibidor de tripsina de feijão de soja (SBTI) foi obtido da 
Electrophoresis (Heidelberg, Alemanha); benzamidina, fluoreto de fenilmetilsulfonila 
(PMSF) e clorometilcetona da Nα-tosil-lisina (TLCK) da Sigma-Aldrich Chemical 
Company Inc.; fluoreto de aminoetilbenze-nosulfonila (AEBSF), trans-epoxisuccinil-L-
leucilamido(4-guanidino)butano (E64) e aprotinina da Calbiochem (San Diego, CA, 
EUA); clorometilcetona da Nα-tosil-fenilalanina (TPCK) da Fluka BioChemika (Buchs, 
Suíça); ácido etileno-diaminotetraacético (EDTA) da Quimibrás Indústrias Químicas 
S.A. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e pepstatina A da USB (Cleveland, OH, EUA). CeEI e 
CeKI foram purificados, em nosso laboratório, de sementes de C. echinata (Cruz-Silva 
et al., 2004 e Cruz-Silva, 2006). 
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Padrão para eletroforese: padrão de massa molecular KaleidoscopeTM 
Prestained Standards foi adquirido da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).  
 
Outros reagentes: Acrilamida e dodecilsulfato de sódio (SDS) foram adquiridos 
da Bio-Rad; N-N-N’-N’-tetrametiletilenodiamina, (TEMED) e 1,4-Ditiotreitol (DTT) da 
Gibco BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 
 
Os demais reagentes usados, nas diferentes etapas do trabalho, foram também 
da melhor procedência possível. 
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4. MÉTODOS 
 
4.1. Primeira estratégia de purificação e caracterização da peptidase 
 
4.1.1. Purificação da peptidase 
Inicialmente, foi feita a extração proteica por método descrito pelo grupo para a 
purificação de inibidores de proteases obtidos de sementes de C. echinata (Cruz-Silva 
et al., 2004), com as necessárias modificações.  
 
4.1.1.1. Extração salina 
Sementes de C. echinata (10 g) foram trituradas sem cascas e homogeneizadas 
em NaCl 0,9% na proporção de 1:40 (g/v). O material resultante foi centrifugado em 
2300 x g por 20 min a 4ºC. O extrato salino foi testado quanto à sua capacidade de 
hidrolisar o substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan. Para isso, as amostras (50 
μg) foram mantidas em tampão Tris 0,05 M pH 7,5 a 37ºC por 5 min; logo após, o 
substrato (0,2 mM) foi acrescentado e a liberação da p-nitroanilina foi acompanhada 
pela absorbância em 405 nm, por 60 min, em leitora de placas Synergy HT 
(Biotek,Winooski, VT, EUA).  
 
4.1.1.2. Fracionamento com acetona 
Com o extrato salino, fez-se a precipitação de proteínas, adicionando-se acetona 
gelada lentamente até a concentração final de 40%, sob leve agitação, a 4°C. O 
material foi deixado em repouso por 30 min; em seguida, foi centrifugado a 2300 x g, 
por 20 min a 4°C. O precipitado (PPT 0-40) foi mantido a 4°C, para permitir a 
evaporação da acetona e garantir a estabilidade das proteases em baixa temperatura. 
O sobrenadante foi submetido novamente ao tratamento com acetona até a 
concentração final de 60%, sob leve agitação, a 4°C. O material foi deixado em 
repouso por 30 min e centrifugado a 2300 x g, por 20 min a 4°C. O precipitado (PPT 
40-60) também foi seco a 4°C e o sobrenadante foi submetido novamente ao 
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tratamento com acetona até a concentração final de 80%, sob leve agitação, a 4°C. O 
material foi deixado em repouso por 30 min e centrifugado a 2300 x g, por 20 min a 
4°C. Finalmente, o precipitado (PPT 60-80) também foi seco a 4°C. 
Após a secagem, os três precipitados foram dissolvidos em tampão Tris 0,02 M 
pH 8,0. Alíquotas com 500 μg de proteínas foram testadas quanto à sua atividade 
amidolítica, como descrito no item 4.1.1.1. 
 
4.1.1.3. Cromatografia de troca iônica em DEAE-Sephadex A-50 
A solução do PPT 40-60 foi submetida a uma cromatografia de troca iônica em 
resina DEAE-Sephadex A-50, equilibrada em tampão Tris 0,02 M pH 7,5, contendo 
NaCl 0,03 M. A resina foi lavada com o tampão de equilíbrio e as proteínas adsorvidas 
foram eluídas em step wise; em uma primeira tentativa foi usado o mesmo tampão 
contendo NaCl nas concentrações de 0,1 – 0,2 – 0,3 – 0,4 - 0,5 M; com o resultado 
dessa, passou-se a usar o NaCl nas concentrações de 0,2 – 0,4 - 0,5 M. A 
cromatografia foi desenvolvida sob fluxo constante de 60 mL/h. As frações foram 
testadas quanto à sua atividade amidolítica sobre o substrato cromogênico H-D-Pro-
Phe-Arg-pNan (item 4.1.1.1). As frações que apresentaram maior atividade enzimática 
foram agrupadas em pools, um para cada grupo, que foram separados para a próxima 
etapa de purificação. 
 
4.1.1.4. Preparação da resina Tripsina-Sepharose 
O acoplamento da proteína à resina baseou-se no método descrito por 
Cuatrecasas, 1970. A resina Sepharose 4B ativada por CNBr (2,9 g) foi inchada em 
HCl 1 mM e posteriormente lavada em funil de placa porosa com a mesma solução. 
Adicionou-se à resina uma solução de tripsina (72 mg) em tampão borato 0,1 M pH 8,3, 
contendo NaCl 0,5 M e CaCl2 0,02 M; esse procedimento não ultrapassou 15 min. A 
mistura de resina e proteína foi mantida sob agitação, por 1h, à temperatura ambiente 
e, posteriormente, filtrada em placa porosa. Em seguida, a resina foi lavada 
exaustivamente com o mesmo tampão descrito acima. 
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Em uma etapa seguinte, para bloquear quaisquer grupos ativos, restantes da 
resina, acrescentaram-se 50 mL de tampão Tris 0,1 M pH 8,0, mantendo-se sob 
agitação durante 2 horas à temperatura ambiente. Depois de uma filtração, a resina foi 
lavada, por três ciclos, alternando-se os tampões acetato 0,1 M pH 4,0, contendo NaCl 
0,5 M e Tris 0,1 M pH 8,0, contendo NaCl 0,5 M.  
Com essa resina, foi montada uma coluna de aproximadamente 6 mL, 
equilibrada e mantida em tampão Tris 0,02 M pH 8,3. Para se verificar a capacidade de 
ligação da resina, passou-se por ela uma solução de SBTI de concentração conhecida; 
esse inibidor de tripsina ligou-se à resina que foi lavada com tampão Tris 0,02 M pH 8,3 
contendo NaCl 0,1 M até que a leitura da absorbância em 280 nm fosse igual ou 
inferior a 0,020. O SBTI só foi eluído da resina quando se passou por ela uma solução 
de KCl 0,5 M / HCl 0,01 M.  
 
4.1.1.5. Cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose 
O pool resultante do método 4.1.1.3 foi submetidos à cromatografia de afinidade 
em Tripsina-Sepharose, equilibrada em tampão Tris 0,02 M pH 8,3. A coluna foi lavada 
com o mesmo tampão contendo NaCl 0,1 M, até que a leitura da absorbância em 280 
nm fosse igual ou inferior a 0,020. O material não-retido foi coletado em frações de 1 
mL.  
A eluição das proteínas adsorvidas foi realizada com solução de KCl 0,5 M / HCl 
0,01M, sendo que as frações de 1 mL foram coletadas em tubos contendo 100 µL de 
tampão Tris 1 M pH 8,0.  
As frações foram testadas quanto à sua atividade amidolítica sobre o substrato 
cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (item 4.1.1.1). As frações que apresentaram 
maior atividade enzimática foram agrupadas em pools. 
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4.1.2. Caracterização da peptidase 
4.1.2.1. Escolha do melhor substrato para a atividade amidolítica da 
peptidase 
A atividade amidolítica foi determinada na hidrólise de substratos cromogênicos 
sintéticos: H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (S2302 – calicreína plasmática e fator XIIa), H-D-
Val-Leu-Lys-pNan (S2251 - plasmina), MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNan (elastase de 
neutrófilo), N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNan (elastases), N-Suc-Phe-pNan (quimotripsina). 
Alíquotas do extrato salino (65 μg) foram mantidos em tampão Tris 0,05 M pH 
8,0, a 37ºC por 5 min; logo após, cada um dos substratos cromogênicos sintéticos (0,2 
mM) foi adicionado e a liberação da p-nitroanilina foi acompanhada pela absorbância 
em 405 nm, por 10 min, em leitora de placas. 
 
4.1.2.2. Efeito de inibidores de Ser-EP, Cys-EP e M-EP 
A atividade amidolítica foi verificada na presença de diversos inibidores: 
1. Inibidor irreversível de Cys-EP: E64 (22,5 nM); 
2. Inibidores reversíveis de Ser-EP: CeKI (30,0 nM), SBTI (31,1 nM), CeEI 
(70,0 nM); 
3. Inibidor reversível de M-EP: EDTA (1,0 mM); 
Incubou-se a enzima (400 ng) em tampão Tris 0,05 M pH 7,1 na presença de 
cada inibidor por 10 min, a 37ºC. Depois disso, o substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-
Arg-pNan (0,2 mM) foi adicionado e sua hidrólise, durante 20 min a 37ºC, foi 
acompanhada pela absorbância em 405 nm (Cruz-Silva et al., 2006). 
 
4.1.2.3. Determinação do Ki aparente 
O efeito de CeKI sobre a atividade amidolítica dos pools resultantes das frações 
eluídas da Tripsina-Sepharose foi testado incubando-se a enzima (400 ng) com 
concentrações variáveis de CeKI (5,4 nM a 54 nM), em tampão Tris 0,05 M pH 8,0 por 
10 min a 37ºC. Depois disso, o substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0,2 
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mM) foi adicionado e sua hidrólise acompanhada pela absorbância em 405 nm, durante 
20 min a 37ºC (Cruz-Silva et al., 2006). 
 
4.2. Segunda estratégia de purificação 
As proteínas das sementes de C. echinata foram homogeneizadas em NaCl 
0,9% conforme descrito no item 4.1.1.1 e precipitadas por acetona como no 4.1.1.2. 
 
4.2.1. Preparação da resina CeKI-Sepharose 
O acoplamento da proteína à resina também se baseou no método descrito por 
Cuatrecasas, 1970. A resina Sepharose 4B ativada por CNBr (1,0 g) foi inchada em 
HCl 1 mM e posteriormente lavada em funil de placa porosa com a mesma solução. 
Adicionou-se à resina uma solução de CeKI (500 µg) em tampão borato 0,1 M pH 8,3, 
contendo NaCl 0,5 M; esse procedimento não ultrapassou 15 min. A preparação seguiu 
da mesma forma descrita no item 4.2.1.4.  
A resina foi utilizada na montagem de uma coluna de aproximadamente 2 mL, 
equilibrada e mantida em tampão Tris 0,02 M pH 8,3. Analogamente ao que foi descrito 
no item 4.1.1.4, utilizou-se uma solução de tripsina de concentração conhecida, para se 
verificar a capacidade de ligação da resina.  
 
4.2.2. Cromatografia de afinidade em CeKI-Sepharose 
Uma parte do PPT 40-60 foi submetida a uma cromatografia de afinidade em 
CeKI-Sepharose, equilibrada em tampão Tris 0,05 M pH 8,0, contendo NaCl 0,3 M. A 
coluna foi lavada com tampão de equilíbrio até que a leitura de absorbância em 280 nm 
fosse igual ou inferior a 0,020. 
A eluição das proteínas adsorvidas foi realizada com solução de KCl 0,5 M / HCl 
0,01 M, sendo que as frações de 0,5 mL foram coletadas em tubos contendo 50 µL de 
tampão Tris 1 M pH 8,0 e testadas quanto à sua atividade amidolítica sobre o substrato 
cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (item 4.1.1.1). 
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4.2.3. Cromatografia de afinidade em SBTI-Sepharose 
Outra parte do PPT 40-60 foi submetida a uma cromatografia de afinidade em 
SBTI-Sepharose, equilibrada em tampão Tris 0,05 M pH 8,0, contendo NaCl 0,3 M. A 
coluna foi lavada com tampão de equilíbrio até que a leitura da absorbância em 280 nm 
fosse igual ou inferior a 0,020. 
A eluição das proteínas adsorvidas foi realizada com solução de KCl 0,5 M / HCl 
0,01M, sendo que as frações de 0,5 mL foram coletadas em tubos contendo 50 µL de 
tampão Tris 1 M pH 8,0 e testadas na hidrólise do substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-
Arg-pNan (item 4.1.1.1). 
 
4.3. Terceira estratégia de purificação e caracterização da peptidase 
4.3.1. Purificação da peptidase 
4.3.1.1. Extração de proteínas 
Sementes de C. echinata (50 g) foram trituradas sem as cascas e 
homogeneizadas em tampão Tris 0,02 M pH 7,5 na proporção de 1:20 (g/v). O material 
resultante foi centrifugado em 2300 x g por 45 min a 4ºC. O sobrenadante foi testado 
quanto à sua atividade amidolítica e separado para a próxima etapa. 
 
4.3.1.2. Cromatografia de troca iônica em sistema Äkta Primer Plus 
O sobrenadante proveniente do extrato descrito no método 4.3.1.1 foi filtrado em 
SteritopTM de 0,22 µm (Millipore, Billerica, MA, EUA) e submetido a uma cromatografia 
de troca iônica em coluna HiPrep 16/10 Q FF, equilibrada em tampão Tris 0,05 M pH 
7,5, em sistema Äkta Primer Plus (GE-Healthcare); a eluição das proteínas foi feita por 
gradiente de 0 a 100% de NaCl 1 M no mesmo tampão. As frações foram testadas 
quanto à sua atividade amidolítica sobre o substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-
pNan (item 4.1.1.1) e as que apresentaram maior atividade enzimática foram 
agrupadas em pool que foi concentrado por centrifugação em unidades filtrantes 
Amicon® Ultra-15 (membrana de celulose com limite de exclusão de 5 kDa - Millipore).  
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4.3.1.3. Filtração em gel em sistema Äkta Primer Plus 
O pool com maior atividade enzimática, proveniente da cromatografia de troca 
iônica (4.3.1.2), foi submetido a uma filtração em gel em resina Superdex 75, 
equilibrada em tampão fosfato 0,1 M pH 7,2, contendo NaCl 0,2 M, em sistema Äkta 
Primer Plus. A eluição das proteínas foi feita no mesmo tampão e as frações foram 
testadas quanto à sua atividade amidolítica sobre o substrato cromogênico H-D-Pro-
Phe-Arg-pNan (item 4.1.1.1). As que apresentaram maior atividade enzimática foram 
agrupadas em pool que foi dialisado e concentrado por centrifugação em unidades 
filtrantes Amicon® Ultra-15. 
 
4.3.1.4. Cromatografia de interação hidrofóbica em sistema Äkta 
Purifier 
O pool com maior atividade enzimática, proveniente da filtração em gel, foi 
submetido a uma cromatografia de interação hidrofóbica em coluna SourceTM 15Phe 
PE 4,6/100, equilibrada em tampão fosfato 0,05 M pH 7,0, contendo (NH4)2SO4 1,0 M, 
em sistema Äkta Purifier (GE-Healthcare). A eluição das proteínas foi feita por 
gradiente de 100 a 0% de (NH4)2SO4 1,0 M. As frações foram testadas quanto à sua 
atividade amidolítica sobre o substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (item 
4.1.1.1) e as que apresentaram maior atividade enzimática foram agrupadas em pool 
que foi concentrado por centrifugação em unidades filtrantes Amicon® Ultra-15. Esse 
pool foi chamado de CeSP (do Inglês, Caesalpinia echinata Serine Peptidase). 
 
4.3.2. Caracterização da peptidase 
4.3.2.1. Escolha do melhor substrato para a atividade amidolítica da 
peptidase 
Na maior parte das preparações, a concentração da peptidase foi expressa em 
termos de sua atividade. Foi utilizada a Unidade Internacional (U) definida, pela 
Comissão sobre Enzimas da International Union of Biochemistry, como a quantidade de 
enzima que catalisa a formação de 1 µmol de produto por minuto, sob condições 
definidas (Borges, 1987). 
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A atividade amidolítica foi determinada na hidrólise de substratos cromogênicos 
sintéticos: Bz-Ile-Glu(γ-OR)Gly-Arg-pNan (S2222 – fator Xa), H-D-Pro-Phe-Arg-pNan 
(S2302 – calicreína plasmática e fator XIIa), H-D-Val-Leu-Lys-pNan (S2251 - plasmina), 
Tosil-Gly-Pro-Arg-pNan (trombina) e Z-Phe-Arg-pNan (Ser-EP, Cys-EP). 
As amostras de peptidase eluídas da cromatografia de troca iônica (50 μg) foram 
mantidas em tampão Tris 0,05 M pH 7,5, a 37ºC por 5 min; logo após, cada um dos 
substratos cromogênicos sintéticos (0,2 mM) foi adicionado e a liberação da p-
nitroanilina foi acompanhada pela absorbância em 405 nm, por 10 min, em leitora de 
placas. 
 
4.3.2.2. Determinação das constantes cinéticas das hidrólises  
Quantidades fixas da CeSP (0,61 μg) foram pré-aquecidas em tampão Tris 0,05 
M pH 7,1, por 2 min a 37oC; logo após, um dos substratos H-D-Pro-Phe-Arg-pNan ou 
H-D-Val-Leu-Lys-pNan ou Bz-Ile-Glu(γ-OR)Gly-Arg-pNan foi adicionado em diversas 
concentrações (0,02 mM a 1,2 mM). As incubações seguiram a 37oC e as hidrólises 
foram acompanhadas pela absorbância em 405 nm durante 20 min. Tendo-se os 
valores de A405/min e o coeficiente de extinção molar da p-nitroanilina (8990), foram 
calculadas as velocidades de reação para cada concentração de substrato. 
Empregando-se um programa de computador (GrafPad) de acordo com o método de 
Wilkinson (1961) determinaram-se os valores de Km e Vmáx. 
 
4.3.2.3. Efeito do pH sobre a atividade da peptidase 
Para a determinação do pH ótimo da CeSP, foi usada a mistura de tampões 
acetato/borato/fosfato com pHs entre 2,0 e 11,5. A enzima (610 ng) foi mantida por 10 
min a 37°C; logo após, o H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0,4 mM) foi acrescentado e a 
hidrólise acompanhada pela absorbância em 405 nm. 
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4.3.2.4. Estabilidade térmica da peptidase 
A CeSP foi mantida em tampão Tris 0,05 M pH 7,1 por 30 min em temperaturas 
entre 20 e 60°C; em seguida, após rápida refrigeração em banho de gelo, a 
temperatura da solução foi elevada para 37°C e o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan 
(0,4 mM) foi adicionado; sua hidrólise foi acompanhada pela absorbância em 405 nm. 
 
4.3.2.5. Efeito de sais sobre a atividade da peptidase 
Para esse ensaio foram usados alguns sais da série de Hofmeister (Hofmeister, 
1888), porque é conhecida a influência desses sais na estabilidade de proteínas 
(Baldwin, 1996)  
Foi investigado o efeito de diferentes ânions na atividade catalítica da enzima 
antes de ser purificada, usando-se os sais NaCl, NaBr, NaI, Na2SO4, NaH2PO4, acetato 
de sódio e citrato de sódio nas concentrações de 0,5 a 2,0 M. A enzima extraída no 
método 4.4.1.1 (610 ng) foi mantida em tampão fosfato de sódio 0,05 M pH 7,2 na 
presença dos sais a 37ºC por 5 min; logo após, o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0,2 
mM) foi adicionado e a atividade enzimática foi acompanhada pela absorbância em 405 
nm. 
A influência de diferentes cátions foi estudada utilizando-se soluções de KCl, 
NH4Cl, MgCl2 e CaCl2 nas concentrações de 0,1 a 0,7 M. Os ensaios, em tampão Tris 
0,05 M pH 7,2, foram realizados de modo semelhante ao descrito acima. 
 
4.3.2.6. Efeito de inibidores de Ser-EP, Cys-EP, A-EP e M-EP 
A atividade da CeSP foi testada na presença de diversos inibidores: 
1. Inibidores irreversíveis de Ser-EP: AEBSF (0,5 μM), PMSF (0,5 mM), 
TLCK (50 μM) e TPCK (50 μM); 
2. Inibidor irreversível de Cys-EP: E64 (5 μM); 
3. Inibidores reversíveis de Ser-EP: aprotinina (92 nM e 307 nM), 
benzamidina (0,5 mM e 43,0 mM), CeKI (21,5 nM e 215 nM), SBTI (49,8 
nM e 49,8 μM); 
MÉTODOS 
 25 
4. Inibidor reversível de M-EP: EDTA (1,0 mM e 10 mM); 
5. Inibidor reversível de A-EP: pepstatina (1 μM). 
Com os inibidores irreversíveis, incubou-se a enzima (610 ng) em tampão Tris 
0,05 M pH 7,1 na presença de cada inibidor por 10, 20 e 30 min, a 37ºC. Depois disso, 
o substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0,4 mM) foi adicionado e sua 
hidrólise durante 20 min, a 37ºC foi acompanhada pela absorbância em 405 nm. 
Com os inibidores reversíveis, incubou-se a enzima (610 ng) em tampão Tris 
0,05 M pH 7,1 na presença de cada inibidor por 10 min, a 37ºC. Depois disso, o 
substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0,4 mM) foi adicionado e sua hidrólise 
foi acompanhada por 30 min a 37ºC pela absorbância em 405 nm (Cruz-Silva et al., 
2006). 
 
4.3.2.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
O procedimento baseou-se no método descrito por Laemmli (1970) e foi usado 
um aparelho da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA).  
O gel de corrida foi preparado na concentração de 12%, utilizando-se as 
seguintes soluções: 2,0 mL de acrilamida 30% e bis-acrilamida 0,8%, SDS 0,1%, 2,5 
μL de TEMED, persulfato de amônio 2,5 mM, 1,25 mL de tampão Tris 1 M pH 8,8 e 1,7 
mL de água. O gel superior foi preparado na concentração de 5%, utilizando-se 560 
μLde acrilamida 30% e bis-acrilamida 0,8%, SDS 0,1%, 2,5 μL de TEMED, persulfato 
de amônio 3,0 mM, 420 μL de tampão Tris 1 M pH 7,1 e 2,28 mL de água. 
As amostras foram dissolvidas em tampão Tris 5 mM pH 7,1, SDS 2%, glicerina 
20%, uréia 20% e azul de bromofenol 0,012% e diluídas quatro vezes no momento de 
sua utilização.  
Todas as amostras foram aquecidas em banho-de-areia por 10 min a 100oC.  
O padrão de proteínas utilizado foi o KaleidoscopeTM, composto por miosina (216 
kDa), β-galactosidase (132 kDa), albumina bovina (78 kDa), anidrase carbônica (45,7 
kDa), SBTI (32,5 kDa), lisozima (18,4 kDa) e aprotinina (7,6 kDa). 
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A corrente usada para a eletroforese foi de 25 mA, até as amostras entrarem no 
gel de corrida e, em seguida, foi ajustada para 30 mA. 
Para a revelação das proteínas por prata, o gel foi imerso em uma solução de 
metanol, ácido acético e água na proporção 25:6:19 (v/v/v), por 30 min; logo após, 
foram feitas quatro lavagens em água e tratamento do gel com ditiotreitol (DTT) 1 
mg/100 mL por 30 min. Em seguida, o gel foi deixado em contato com AgNO3 0,2%, 
por 20 min. O excesso da solução de prata foi removido por lavagem com água, por 30 
min, e as bandas de proteína foram reveladas por uma solução de Na2CO3 3% e 
formaldeído 0,02%. A reação foi interrompida por adição de EDTA 0,05 M. 
Para a revelação das proteínas por Coomassie, o gel foi imerso em solução de 
1,12 g de Coomassie Brillant Blue R-250 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), em metanol, 
água e ácido acético na proporção 9:9:2 (v/v/v), por 10 min; em seguida, foi descorado 
com ácido acético 5%. 
Após a captura de imagem dos géis em uma impressora (scanner) modelo HP 
PSC 1315 all-in-one da Hewlett-Packard Company, L.P. (Palo Alto, CA, USA), eles 
foram conservados em ácido acético 5% e, posteriormente, secos em um sistema da 
Pharmacia Fine Chemicals (GE – Healthcare, Piscataway, NJ, USA). 
MÉTODOS 
 27 
 
 
 
 
Sementes de C. echinata 
 
 
 
Extração em tampão 
 
Tampão Tris 0,02 M pH 7,5 NaCl 0,2 M  
Centrifugação: 2300 x g 45 min 4
o
C  
Teste de atividade 
 
Cromatografia de troca iônica 
 
Coluna HiPrep 16/10 Q FF Sistema Äkta 
Tampão Tris 0,05 M pH 7,5 
Gradiente de NaCl 1 M (0 - 100%)  
Teste de atividade 
 
Filtração em gel 
 
Coluna Superdex 75 Sistema Äkta 
Tampão fosfato 0,05 M pH 7,2 NaCl 0,2 M 
Teste de atividade 
 
Cromatografia de interação hidrofóbica 
 
Source
TM
 15Phe PE 4,6/100 Sistema Äkta 
Tampão fosfato 0,05 M pH 7,0 (NH4)2SO4 1,0 M 
Gradiente de (NH4)2SO4 1,0 M (100 – 0%) 
 
 
CARACTERIZAÇÃO DA CeSP 
 
 
 
 
pH ótimo                                                                                      SDS-PAGE 
 
 
Estabilidade                                                     Constantes 
térmica                                                            cinéticas 
 
 
                                              Efeito de                    Efeito de  
                                                  sais                       inibidores 
 
 
FIGURA 6: MELHOR ESTRATÉGIA DE PURIFICAÇÃO DA CeSP DAS SEMENTES 
DE Caesalpinia echinata. 
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5. RESULTADOS 
5.1. Primeira estratégia de purificação e caracterização da peptidase 
5.1.1. Purificação da peptidase 
5.1.1.1. Extração salina e fracionamento com acetona 
Como mostrado na TABELA 1, o PPT 40-60 apresentou a maior atividade 
enzimática sobre o H-D-Pro-Phe-Arg-pNan. 
 
TABELA 1: ATIVIDADE ENZIMÁTICA NO EXTRATO SALINO E NAS FRAÇÕES 
PRECIPITADAS POR ACETONA – PRIMEIRA ESTRATÉGIA 
Amostra Atividade enzimática (U/L) 
Extrato salino 1,78 
PPT 0-40 0,635 
PPT40-60 3,38 
PPT 60-80 00481 
U = quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 µmol de produto por minuto (Borges, 
1987). 
O extrato salino e os precipitados cetônicos (50 μg) foram testados quanto à sua atividade 
amidolítica sobre o substrato cromogênico H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0,2 mM). 
 
5.1.1.2. Cromatografia de troca iônica 
O PPT 40-60 foi submetido a uma cromatografia de troca iônica em resina 
DEAE-Sephadex A-50; o perfil da eluição, feita por step wise, está mostrado na 
FIGURA 7. A atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada nas frações de 191 a 230, concluindo-se que a peptidase ficou bem retida 
nessa resina e que só foi eluída com tampão contendo NaCl 0,4 M. 
 
5.1.1.3. Cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose 
Os pools das frações 191 a 230 (Grupo 1) da cromatografia de troca iônica foi 
submetido a uma cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose e o perfil da 
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eluição está mostrado na FIGURA 8. A atividade enzimática sobre o H-D-Pro-Phe-Arg-
pNan foi identificada no material não-retido na coluna. As etapas de purificação estão 
mostradas na TABELA 2. 
 
5.1.2. Caracterização da peptidase 
5.1.2.1. Escolha do melhor substrato para a atividade amidolítica da 
peptidase 
A atividade amidolítica do extrato salino foi determinada na hidrólise de diversos 
substratos cromogênicos sintéticos. Como pode ser visto na FIGURA 9, os melhores 
substratos foram H-D-Pro-Phe-Arg-pNan e H-D-Val-Leu-Lys-pNan. 
 
5.1.2.2. Efeito de inibidores de Ser-EP, Cys-EP e M-EP 
Como pode ser visto na TABELA 3, a atividade amidolítica da CeSP foi 
fortemente inibida pelo CeKI e pelo SBTI. 
 
5.1.2.3. Determinação de Ki aparente 
Ensaiando-se CeKI em diferentes concentrações com solução contendo uma 
quantidade fixa da peptidase, foi possível determinar o Ki aparente para essa reação 
(FIGURA 10). 
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FIGURA 7: CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 
Resina: DEAE-Sephadex A-50 
Tampão de equilíbrio: Tris 0,02 M pH 7,5, NaCl 0,03 M 
Amostra: PPT 40-60 dissolvido em tampão Tris 0,02 M pH 8,0 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: Step wise com o mesmo tampão de equilíbrio contendo NaCl nas concentrações de 
0,2 – 0,4 - 0,5 M 
A maior atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada entre as frações 191 a 230. 
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FIGURA 8: CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM TRIPSINA-SEPHAROSE  
Tampão de equilíbrio: Tris 0,02 M pH 8,3 
Amostra: pool das frações 191 a 230 eluídas da cromatografia de troca iônica 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: tampão Tris 0,02 M pH 8,3 contendo NaCl 0,1 M - para ligações não específicas 
 solução de KCl 0,5 M / HCl 0,01M – para ligações específicas 
A maior atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada no material não-retido na coluna. 
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TABELA 2: ETAPAS DE PURIFICAÇÃO DA PEPTIDASE – PRIMEIRA ESTRATÉGIA 
 
 Prot.Total AE  F 
Etapa (mg)  (%)  
Extrato bruto 221 1,1 x 10-7 100 1 
PPT 40-60 9,84 2,4 x 10-7 4,5 2,20 
Troca iônica 4,51 5,6 x 10-7 2,0 5,10 
Afinidade 1,40 2,0 x 10-5 0,6 182 
 
AE: Atividade específica, definida como a quantidade de unidades enzimáticas por mg de 
proteína (U/mg de proteína). 
: rendimento (em porcentagem). 
F: Fator de purificação (em vezes). 
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FIGURA 9: ATIVIDADE AMIDOLÍTICA DAS SEMENTES 
Alíquotas do extrato salino (65 μg) foram mantidas em tampão Tris 0,05 M pH 8,0, a 37ºC por 5 
min; logo após, cada um dos substratos cromogênicos sintéticos (0,2 mM) foi adicionado e a 
liberação da p-nitroanilina foi acompanhada pela absorbância em 405 nm. 
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TABELA 3: EFEITO DE INIBIDORES DE SER-EP, CYS-EP, E M-EP NA ATIVIDADE 
AMIDOLÍTICA DA PEPTIDASE NA PRIMEIRA ESTRATÉGIA 
 
 
Inibidor Concentração Atividade residual (%) 
E64 22,5 mM 109 
SBTI 23,1 mM 7 
EDTA 1,00 mM 62 
CeKI 30,0 nM 3 
CeEI 70,0 nM 66 
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FIGURA 10. DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE APARENTE DE INIBIÇÃO DA 
ATIVIDADE AMIDOLÍTICA POR CeKI 
A enzima foi incubada com CeKI em diversas concentrações, em tampão Tris 0,05 M pH 8,0 
por 10 min a 37° C; logo após, o substrato foi adicionado e sua hidrólise foi acompanhada pela 
leitura da absorbância em 405 nm. 
Foi obtido um Ki aparente de 30 nM. 
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5.2. Segunda estratégia de purificação da peptidase 
 
5.2.1. Cromatografia de afinidade em CeKI-Sepharose 
Uma parte do PPT 40-60 foi submetida a uma cromatografia de afinidade em 
CeKI-Sepharose e o perfil da eluição está mostrado na FIGURA 11. A atividade 
enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi identificada no material não-
retido. 
 
5.2.2. Cromatografia de afinidade em SBTI-Sepharose 
Outra parte do PPT 40-60 foi submetida a uma cromatografia de afinidade em 
SBTI-Sepharose e o perfil da eluição está mostrado na FIGURA 12. A atividade 
enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi identificada no material não-
retido. 
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FIGURA 11: CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM CeKI-SEPHAROSE – 
SEGUNDA ESTRATÉGIA 
Tampão de equilíbrio: Tris 0,05 M pH 8,0, contendo NaCl 0,3 M 
Amostra: PPT 40-60 
Fluxo: 0,5 mL/min 
Eluição: KCl 0,5 M / HCl 0,01 M  
A maior atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada no material não-retido. 
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FIGURA 12: CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM SBTI-SEPHAROSE – 
SEGUNDA ESTRATÉGIA 
Tampão de equilíbrio: Tris 0,05 M pH 8,0, contendo NaCl 0,3 M 
Amostra: PPT 40-60 
Fluxo: 0,5 mL/min 
Eluição: KCl 0,5 M / HCl 0,01M 
A maior atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada no material não-retido. 
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5.3. Terceira estratégia de purificação e caracterização da peptidase 
5.3.1. Purificação da peptidase 
5.3.1.1. Extração de proteínas 
O extrato proteico preparado com tampão Tris 0,02 M, pH 7,5 também 
apresentou atividade enzimática sobre H-D-Pro-Phe-Arg-pNan. 
 
5.3.1.2. Cromatografia de troca iônica em sistema Äkta Primer Plus 
O extrato proteico foi submetido a uma cromatografia de troca iônica em coluna 
HiPrep 16/10 Q FF, em sistema Äkta Primer Plus. O perfil da eluição, feita por 
gradiente de NaCl (0 a 1 M), está mostrado na FIGURA 13. A atividade enzimática 
sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi identificada nas frações de 14 a 20. 
 
5.3.1.3. Filtração em gel em sistema Äkta Primer Plus 
O pool das frações 14 a 20 da cromatografia de troca iônica foi submetido a uma 
filtração em gel em coluna Superdex 75, em sistema Äkta Primer Plus. O perfil da 
eluição das proteínas feita no mesmo tampão de equilíbrio está mostrado na FIGURA 
14. A atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi identificada nas 
frações de 31 a 35. 
 
5.3.1.4. Cromatografia de interação hidrofóbica em sistema Äkta Purifier 
O pool das frações 31 a 35 da cromatografia de filtração em gel foi submetido a 
uma cromatografia de interação hidrofóbica em coluna SourceTM 15 Phe PE 4,6/100, 
equilibrada em tampão fosfato 0,05 M pH 7,0, contendo (NH4)2SO4 1,0 M, em sistema 
Äkta Purifier. A eluição das proteínas foi feita por gradiente de 100 a 0% de (NH4)2SO4 
1,0 M e perfil está mostrado na FIGURA 15. A atividade enzimática sobre o substrato 
H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi identificada nas frações 37 a 40. Esse pool foi chamado de 
CeSP. Os passos de purificação da enzima podem ser acompanhados na TABELA 4. 
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FIGURA 13: CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA EM SISTEMA ÄKTA PRIMER 
PLUS 
Coluna: HiPrep 16/10 Q FF  
Tampão de equilíbrio: Tris 0,05 M pH 7,5 
Amostra: extrato proteico em tampão Tris 0,02 M pH 7,5 
Fluxo: 4,5 mL/min 
Eluição: Gradiente de 0 a 100% de NaCl 1 M, em 360 mL 
A maior atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada entre as frações 14 a 20.  
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FIGURA 14: FILTRAÇÃO EM GEL EM SISTEMA ÄKTA PRIMER PLUS 
Coluna: Superdex 75 
Tampão de equilíbrio: fosfato 0,05 M, pH 7,2, NaCl 0,2 M 
Amostra: pool das frações 14 a 20 eluídas da cromatografia de troca iônica 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: isocrática 
A maior atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada entre as frações 31 a 35. 
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FIGURA 15: CROMATOGRAFIA DE INTERAÇÃO HIDROFÓBICA EM SISTEMA 
ÄKTA PURIFIER 
Coluna: SourceTM 15 Phe PE 4,6/100 
Tampão de equilíbrio: fosfato 0,05 M, pH 7,0, (NH4)2SO4 1,0 M 
Amostra: pool das frações 31 a 35 eluídas da filtração em gel 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: gradiente de (NH4)2SO4 1,0 M (100 a 0%) no mesmo tampão de equilíbrio em 34 mL 
A maior atividade enzimática sobre o substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi 
identificada entre as frações 37 a 40. Esse pool foi chamado de CeSP. 
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TABELA 4: ETAPAS DE PURIFICAÇÃO DA CeSP – TERCEIRA ESTRATÉGIA 
 
  Vol. Prot.Total 
A405/min 
Ativ.Enz. Ativ.Enz. AE  F 
Etapa [proteína] 
(mg/ml) 
(mL) (mg) (U/L) Total (U)  (%)  
Extrato 
proteico 
27,5 950 26125 0,00111 6,18 5871 0,000225 100 1 
Troca 
iônica 
91,6 127 11633 0,0146 325 325 0,00355 5,5 15,8 
Filtração 
em gel 
7,00 18 126 0,0356 56,6 1018 0,00809 17,3 36,0 
Interação 
hidrofóbica 
0,0610 10 0,610 0,0105 11,7 117 0,192 2,0 853 
 
 
U: Unidade enzimática, definida como a quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 
µmol de produto por minuto, sob condições definidas (Borges, 1987). 
Ativ.Enz.: Atividade Enzimática, definida como a quantidade de unidades enzimáticas por litro 
de  solução de enzima (U/L). 
AE: Atividade específica, definida como a quantidade de unidades enzimáticas por mg de 
proteína (U/mg de proteína). 
: rendimento (em porcentagem). 
F: Fator de purificação (em vezes). 
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5.3.2. Caracterização da CeSP  
5.3.2.1. Escolha do melhor substrato para a atividade da peptidase 
A atividade amidolítica do material eluído da cromatografia de troca iônica 
(método 4.3.1.2) foi determinada na hidrólise de diversos substratos cromogênicos 
sintéticos. Como pode ser visto na FIGURA 16, os melhores substratos foram Z-Phe-
Arg-pNan, H-D-Pro-Phe-Arg-pNan e Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-pNan. 
 
5.3.2.2. Determinação das constantes cinéticas das hidrólises 
As FIGURAS 17, 18 e 19 mostram, respectivamente, as velocidades de hidrólise 
do H-D-Pro-Phe-Arg-pNan, Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-pNan e H-D-Val-Leu-Lys-pNan por 
CeSP em função da concentração do substrato. Com a ajuda de um programa de 
computador (GrafPad) baseado no método de Wilkinson (1961) foi possível 
determinarem-se os valores de Km,e Vmáx da peptidase para esses substratos. Na 
TABELA 5 estão resumidos os resultados encontrados para a CeSP. 
 
5.3.2.3. Efeito do pH sobre a atividade da peptidase 
Para a determinação do pH ótimo da CeSP, foi usado o tampão 
acetato/borato/fosfato com pHs entre 2,0 e 11,5. A atividade da enzima foi melhor no 
pH 7,1 (FIGURA 20). 
 
5.3.2.4. Estabilidade térmica da peptidase 
A enzima foi mantida por 30 min em temperaturas entre 20 e 60°C e depois a 
atividade foi verificada a 37°C (FIGURA 21). A enzima foi estável na faixa de 30 a 
45oC. 
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FIGURA 16: ESCOLHA DO MELHOR SUBSTRATO PARA A ATIVIDADE AMIDO-
LÍTICA DA CeSP 
As amostras foram mantidas em tampão Tris 0,05 M, pH 7,5, a 37ºC por 5 min; logo após, cada 
um dos substratos cromogênicos foi adicionado e a liberação da p-nitroanilina foi acompanhada 
pela absorbância em 405 nm, por 10 min. 
Os melhores substratos foram H-D-Pro-Phe-Arg-pNan, Z-Phe-Arg-pNan, Bz-Ile-
Glu-Gly-Arg-pNan. 
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                              Km: 55,7 M 
                              Vmáx: 0,319 μmol min
-1 mg proteína-1 
 
 
FIGURA 17: CONSTANTES CINÉTICAS DA HIDRÓLISE DE H-D-Pro-Phe-Arg-pNan 
PELA CeSP 
Quantidades fixas da CeSP foram pré-aquecidas em tampão Tris 0,05 M pH 7,1, por 2 min a 
37oC; logo após, H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi adicionado (0,02 mM a 1,2 mM). As incubações 
seguiram a 37oC e as hidrólises foram acompanhadas pela absorbância em 405 nm. 
RESULTADOS 
47 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
0.000
0.005
0.010
0.015
[S] mM
A
4
0
5
/m
in
 
 
 
                              Km: 0,297 mM 
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FIGURA 18: CONSTANTES CINÉTICAS DA HIDRÓLISE DE Bz-Ile-Glu(γ-OR)Gly-
Arg-pNan PELA CeSP 
Quantidades fixas da CeSP foram pré-aquecidas em tampão Tris 0,05 M pH 7,1, por 2 min a 
37oC; logo após, Bz-Ile-Glu(γ-OR)Gly-Arg-pNan foi adicionado (0,02 mM a 1,2 mM). As 
incubações seguiram a 37oC e as hidrólises foram acompanhadas pela absorbância em 405 
nm. 
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FIGURA 19: CONSTANTES CINÉTICAS DA HIDRÓLISE DE H-D-Val-Leu-Lys-pNan 
PELA CeSP 
Quantidades fixas da CeSP foram pré-aquecidas em tampão Tris 0,05 M pH 7,1, por 2 min a 
37oC; logo após, H-D-Val-Leu-Lys-pNan foi adicionado (0,02 mM a 1,2 mM). As incubações 
seguiram a 37oC e as hidrólises foram acompanhadas pela absorbância em 405 nm. 
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TABELA 5: HIDRÓLISE DE SUBSTRATOS CROMOGÊNICOS PELA CeSP 
 
Substrato 
Km  
(mM) 
Vmáx 
μmol min-1 mg proteína-1 Vmáx/ Km 
H-D-Pro-Phe-Arg-pNan  0,0557 0,319 5,73 
Bz-Ile-Glu(γ-OR)Gly-Arg-pNan 0,297 0,544 1,83 
H-D-Val-Leu-Lys-pNan 2,10 1,85 0,881 
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FIGURA 20: EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE AMIDOLÍTICA DA PEPTIDASE 
A enzima, em tampão acetato/borato/fosfato com pHs entre 2,0 e 11,5, foi incubada por 10 min 
a 37°C; logo após, o H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi acrescentado e a hidrólise acompanhada pela 
absorbância em 405 nm. 
 A enzima apresentou maior atividade entre os pHs 7,1 e 9,2. 
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FIGURA 21: EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA PEPTIDASE 
A CeSP foi mantida em tampão Tris 0,05 M, pH 7,1, por 30 min em temperaturas entre 25 e 
60°C e; em seguida, após rápida refrigeração em banho de gelo, a atividade enzimática sobre 
H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi verificada a 37°C e a hidrólise acompanhada pela absorbância em 
405 nm. 
 A enzima perdeu a atividade amidolítica acima de 55oC. 
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5.3.2.5. Efeito de sais sobre a atividade da peptidase 
Essa investigação foi feita, na verdade, com o extrato obtido em 4.3.1.1, porque 
era preciso saber qual seria a condição mais adequada para se fazerem as 
cromatografias. Foi investigado o efeito de diferentes cátions e ânions (série de Franz 
Hofmeister) sobre a atividade amidolítica da peptidase. Na FIGURA 22, observa-se que 
a atividade cai muito na presença de iodeto e um pouco menos na presença de 
brometo; no entanto, concentrações crescentes dos íons acetato, sulfato, citrato, 
cloreto e fosfato não afetaram muito a velocidade de catálise do substrato H-D-Pro-
Phe-Arg-pNan. Na FIGURA 23, observa-se que a atividade amidolítica cai muito na 
presença de cálcio, magnésio e amônio, mas não varia muito quando crescem as 
concentrações de potássio. 
 
5.3.2.6. Efeito de inibidores de Ser-EP, Cys-EP, A-EP e M-EP 
 Como pode ser visto na TABELA 6, a atividade amidolítica da CeSP foi inibida 
pela benzamidina (inibidor reversível de Ser-EP do tipo tripsina).e também foi 
fortemente inibida por TLCK (inibidor irreversível de Ser-EP do tipo tripsina). 
 
5.3.2.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Como pode ser observado na FIGURA 24, a CeSP, foi sendo gradativamente 
purificada. No momento, a amostra apresenta quatro bandas proteicas diferentes, vista 
em SDS-PAGE corada por prata, com massas moleculares de 148 kDa, 39 kDa, 21 
kDa e 13 kDa. 
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FIGURA 22: EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE ÂNIONS SOBRE A ATIVIDADE 
AMIDOLÍTICA DA PEPTIDASE 
A enzima, em tampão adequado na presença dos sais, foi incubada por 2 min a 37°C; logo 
após, o H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi acrescentado e a hidrólise acompanhada pela absorbância 
em 405 nm. 
Iodeto diminuiu a atividade da enzima. 
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FIGURA 23: EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE CÁTIONS SOBRE A ATIVIDADE 
AMIDOLÍTICA DA PEPTIDASE 
A enzima, em tampão adequado na presença dos sais, foi incubada por 2 min a 37°C; logo 
após, o H-D-Pro-Phe-Arg-pNan foi acrescentado e a hidrólise acompanhada pela absorbância 
em 405 nm. 
O único cátion que manteve uma boa atividade amidolítica da enzima foi o 
potássio. 
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TABELA 6: EFEITO DE INIBIDORES DE PEPTIDASES NA AÇÃO DA CeSP 
 
  Inibidor Concentração Atividade residual (%) 
   incubação 
      10 min 20 min 30 min 
Ser-EP 
AEBSF 0,50 µM 131 90,7 130 
     
aprotinina 92 nM 104 ND ND 
 307 nM 89,3 ND ND 
     
benzamidina 0,50 mM 105 ND ND 
 4,0 mM 57,4 ND ND 
     
CeKI 21,5 nM 123 ND ND 
 215 nM 97,2 ND ND 
     
PMSF 0,50 mM 103 69,2 107 
     
SBTI 49,8 nM 108 ND ND 
 49,8 µM 71,8 ND ND 
     
TLCK 50 µM 4,3 1,7 2,8 
     
TPCK 50 µM 119 67,3 75,6 
      
Cys-EP E64 5,0 µM 92,3 83,7 107 
      
A-EP pepstatina A 1,0 µM 77,6 ND ND 
      
M-EP EDTA 1,0 mM 99,7 ND ND 
 10 mM 130 ND ND 
 
 
ND - não determinado 
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FIGURA 24: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO SDS  
Géis: de separação, 12% e concentração, 5%  
Revelação: A) solução de Coomassie Blue; B) nitrato de prata 0,2% 
Amostras: amostras dialisadas de todas as etapas purificação 
A) poço 1: padrões de massas moleculares; poço 2: extrato proteico; poço 3: pool ativo 
da HiPrep; poço 4: pool ativo da Superdex 75; 
B) poço 5: padrões de massas moleculares; poço 6: pool ativo da Source 15 Phe. 
 
O pool ativo da Source 15 Phe apresentou quatro proteínas com massas 
moleculares de aproximadamente 148 kDa, 39 kDa, 21 kDa e 13 kDa. 
1              2 3 4
204
130
92,7
38,4
31,5
17,9
7,29
Poço
kDa 5            6
Poço
kDa
204
130
92,7
38,4
31,5
17,9
A B
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. DISCUSSÃO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSSÃO 
 57 
6. DISCUSSÃO 
Os tecidos vegetais com alto valor nutricional, como sementes e raízes, 
possuem grandes quantidades de proteínas, sendo freqüentes alvos de predadores 
(Christeller, 2005). A exata função dessas proteínas para a planta ainda não é 
completamente definida; porém, acredita-se que o seu papel seja de defesa da planta 
(Christeller, 2005; Lawrence, Koundal, 2002). 
Assim como as de outras leguminosas (Silva et al., 1994; Antcheva et al., 1996; 
Batista et al., 1996; Oliva et al., 2000; Cagliari et al., 2003), as sementes de C. echinata 
apresentam grandes quantidades de proteínas, dentre elas, enzimas e seus inibidores 
(Cruz-Silva et al., 2005).  
Nosso grupo já purificou e caracterizou inibidores de calicreína plasmática 
humana (CeKI), elastase (CeEI) e catepsina B (CeCBI) presentes nas sementes de 
Caesalpinia echinata; CeKI e CeEI foram utilizados com sucesso em modelos de 
inflamação e de edema pulmonar (Cruz-Silva et al., 2004 e 2005; Watanabe et al., 
2005). Também já clonamos, expressamos, purificamos e caracterizamos o inibidor 
recombinante de elastase – rCeEI - (Cruz-Silva, 2006; Cruz-Silva et al., 2007) e agora, 
todos esses inibidores estão sendo testados num modelo de psoríase em 
camundongos  Rydlewski et al., 2007a e 2007b). Depois dos inibidores, tornou-se 
interessante estudar as peptidases a eles relacionadas. Já estamos estudando as 
aminopeptidases dessas sementes (Polli et al., 2007) e agora, nesse trabalho, uma 
endopeptidase. 
No presente trabalho, encontramos uma grande dificuldade para a purificação de 
peptidases. Essa dificuldade já foi mencionada por outros autores que relataram que 
algumas poucas peptidases foram descritas (Demartini et al., 2007) e outros ainda que 
descreveram que apesar de terem publicado a purificação e a caracterização de uma 
peptidase de Canavalia lineata não a obtiveram na forma totalmente homogênea 
(Oshikawa et al., 2000).  
Apresentamos aqui três estratégias na tentativa de obter uma peptidase com alto 
grau de pureza, que pudesse ser submetida a ensaios de caracterização. 
A atividade enzimática, presente em sementes de C. echinata só foi verificada 
quando, na extração salina, o material não foi aquecido, o que garantiu a integridade da 
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proteína. Após extração salina, fracionamento por acetona e cromatografia de troca 
iônica, foram obtidas amostras que apresentavam atividades amidolíticas sobre H-D-
Pro-Phe-Arg-pNan e H-D-Val-Leu-Lys-pNan (FIGURA 9). Já era sabido que o CeKI se 
apresenta em grande quantidade nessas sementes (Cruz-Silva et al., 2004) por isso, 
era esperado que o inibidor pudesse contaminar a peptidase em questão; efetivamente, 
observamos que a fração eluída da DEAE-Sephadex (FIGURAS 7) continha tanto a 
peptidase como o inibidor. Por isso, as frações eluídas da cromatografia de troca iônica 
foram aplicadas em uma coluna de afinidade de Tripsina-Sepharose (FIGURAS 8), na 
tentativa de que o inibidor ficasse retido na coluna e a peptidase saísse mais 
homogênea. Inicialmente, a conclusão foi de que o método havia funcionado, pois a 
atividade enzimática estava nas frações não-retidas pela resina, as quais também eram 
inativadas por inibidores de Ser-EP, como SBTI e CeKI, mas não pelo CeEI, nem por 
um inibidor de Cys-EP (E64), nem por um inibidor de M-EP (EDTA) – TABELA 3. 
Também determinarmos o Ki aparente da reação entre o material não-retido na 
Tripsina-Sepharose e o CeKI (FIGURA 10), o que mostrou que esse era um potente 
inibidor da peptidase. 
Como podemos ver nos dados da tabela de purificação (TABELA 2), o 
rendimento foi muito baixo, 0,6%. Por isso, foi desenvolvida uma segunda estratégia, 
baseada em cromatografias de afinidade, já que o uso desse tipo de técnica para 
purificação de proteínas, principalmente para separação de enzimas proteolíticas e 
seus inibidores, é rápida, simples e eficiente (Polanowski et al., 2003). 
Nessa segunda estratégia, o PPT 40-60 foi aplicado diretamente em uma coluna 
de afinidade de CeKI-Sepharose (FIGURA 11); mas, a atividade enzimática foi 
observada no material não-retido. Como era um resultado inesperado e, sabendo que a 
peptidase também era inibida por SBTI, o PPT 40-60 foi submetido a uma nova 
cromatografia de afinidade em SBTI-Sepharose. Do mesmo modo, a atividade 
enzimática foi eluída no material não-retido (FIGURA 12). Com isso, chegou-se à 
conclusão de que esse método não foi eficiente, porque as proteínas saíram no 
material não-retido, inclusive a peptidase em questão. 
Analisando-se os resultados das duas estratégias apresentadas, pode-se sugerir 
que o material eluído da cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose e inibida 
por CeKI, não seria a peptidase em purificação. Uma possibilidade seria que, a 
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peptidase ao passar pela coluna de Tripsina-Sepharose, teria sido capaz de hidrolisar a 
ligação entre a resina e a tripsina, que sairia da coluna contaminando o material não-
retido. Corroborando essa hipótese, temos que o valor do Ki aparente encontrado 
(FIGURA 10) foi muito semelhante ao valor do Ki (22 nM) que descrevemos para 
tripsina (Cruz-Silva et al., 2004). 
Finalmente, numa terceira estratégia, após extração com tampão Tris 0,02 M pH 
7,5 e purificação por cromatografias de troca iônica, filtração em gel e interação 
hidrofóbica, todas em sistema Äkta (FIGURAS 13, 14 e 15), foi obtida uma quantidade 
razoável de enzima, denominada CeSP (do Inglês, Caesalpinia echinata Serine 
Peptidase) com bom grau de pureza para a realização os ensaios de caracterização 
(TABELA 4).  
Durante a escolha do melhor substrato para a atividade da peptidase (FIGURAS 
9 e 16) alguns deles se mostraram susceptíveis: H-D-Pro-Phe-Arg-pNan, Bz-Ile-Glu(γ-
OR)Gly-Arg-pNan, H-D-Val-Leu-Lys-pNan, Z-Phe-Arg-pNan e Tosil-Gly-Pro-Arg-pNan; 
no entanto, o N-Suc-Phe-pNan, N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNan ou o MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-
Val-pNan não foram hidrolisados pela peptidase, mostrando a preferência da enzima 
por resíduos de Arg ou Lys na posição P1 do substrato(TABELA 5). Também foram 
determinadas as constantes cinéticas, Km e Vmax (sempre com erros padrão menores 
do que 10 %) das hidrólises do H-D-Pro-Phe-Arg-pNan, Bz-Ile-Glu(γ-OR)Gly-Arg-pNan, 
H-D-Val-Leu-Lys-pNan pela CeSP (FIGURAS 17, 18 e 19); os valores de kcat e da 
eficiência catalítica não foram calculados, porque dependem da concentração da 
enzima. O Km obtido para o H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (55,7 μM) confirmou a alta 
afinidade da CeSP por resíduos de arginina.  
Como é conhecida a influência de íons na estabilidade de proteínas (Baldwin, 
1996), foram usados alguns sais da série de Hofmeister (Zhao, 2005) – FIGURAS 22 e 
23. Os ânions acetato, sulfato, citrato, cloreto e fosfato, independentemente da 
concentração, não afetaram a atividade da enzima, que foi diminuída principalmente 
por iodeto; em relação aos cátions, foi observado o potássio não modificou a atividade 
da enzima, que foi inibida por cálcio, magnésio e amônio. Esses resultados indicam 
que nenhum íon é necessário para a atividade da CeSP. 
A CeSP apresentou pH ótimo entre 7,1 e 9,2 (FIGURA 20), que é típico de 
muitas Ser-EP do tipo tripsina; nenhuma atividade foi detectada abaixo de pH 4,0 ou 
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acima de pH 11. A enzima se manteve estável entre 30 e 45oC, por 30 min perdendo 
totalmente a atividade acima de 55oC (FIGURA 21). 
A enzima foi incubada com vários inibidores reversíveis e irreversíveis, químicos 
e naturais, para se determinar sua atividade residual. Pela TABELA 6, foi observado 
que os inibidores de Cys-EP (E64), M-EP (EDTA), A-EP (pepstatina A) e Ser-EP do 
tipo da quimotripsina (TPCK) não tiveram efeito significante na atividade da CeSP. A 
melhor inibição ocorreu na presença de TLCK (inibidor irreversível de Ser-EP do tipo da 
tripsina) e benzamidina (inibidor reversível de Ser-EP do tipo da tripsina), confirmando 
a preferência da CeSP por resíduos de Lys e Arg na posição P1 de substratos. É 
possível dizer também, que ela é uma enzima peculiar porque não foi inibida por outros 
inibidores de Ser-EP, como a AEBSF, aprotinina, PMSF e SBTI. O fato dessa enzima 
também não ser inibida por CeKI, confirma os resultados da cromatografia de afinidade 
CeKI-Sepharose, discutidos anteriormente (FIGURA 11). 
Enzimas que têm preferência por resíduos de arginina na posição P1 têm sido 
encontradas em muitas plantas como feijão de soja, feijão de porco, cevada, arroz e 
ervilhas. Elas compartilham propriedades características como ser mais ativas em pH 
alcalino, apresentando massas molares entre 59 e 70 kDa, não hidrolisando substratos 
proteicos e não sendo inibidas por inibidores proteicos. Apesar de estudos extensivos, 
há poucas informações de estrutura primária desse tipo de enzima, simplesmente 
porque há pouca quantidade dessas proteínas nas plantas; a peptidase melhor 
caracterizada é a cucumisina, uma Ser-EP alcalina do tipo da subtilisina, purificada do 
melão Cucumis melo (Yamagata et al., 1994). As propriedades da CeSP, como 
estabilidade térmica, efeito de pH, atividade na presença de inibidores de Ser-EP 
proteicos, preferência por Arg e Lys na posição P1 do substrato, Km na faixa de μM, 
foram muito semelhantes às encontradas em sementes de outras leguminosas como 
Canavalia lineata e Canavalia ensiformis (Oshikawa et al., 2000; Demartini et al., 2007). 
Ainda não foi possível determinar a massa molar da CeSP; até o momento não se tem 
uma amostra homogênea, mas uma mistura de quatro proteínas diferentes (FIGURA 
24), com massas molares de 148 kDa, 39 kDa 21 kDa e 13 kDa. O objetivo agora é 
continuar investindo na purificação até a obtenção de um material homogêneo para que 
a estrutura primária e secundária dessa enzima sejam elucidadas, usando técnicas 
como espectrometria de massa, seqüenciamento de aminoácidos e dicroísmo circular. 
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O papel fisiológico das peptidases encontradas em sementes de C. echinata 
ainda não pôde ser elucidado. Sabe-se que os inibidores de protease de plantas 
pertencentes à famílias Kunitz e Bowman-Birk que inibem tripsina desempenham o 
papel proteínas de reserva nas sementes; essas proteínas são essenciais para a 
germinação das sementes e para o desenvolvimento normal da planta (Papastortsis, 
Wilson, 1991). O início da mobilização das proteínas de reserva ocorre através das 
proteases ativas, tais como cisteíno, aspartil, serino ou metalo-endopeptidades 
depositadas durante a maturação da semente em corpos proteicos e vacúolos. 
Embora a localização subcelular da CeSP não tenha sido feita nesse trabalho, 
podemos sugerir que ela possa participar de algum evento específico de proteólise 
limitada a ser caracterizado futuramente. 
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8. ABSTRACT 
Some proteases found in different longevity stages of the leguminous seeds play an 
important role on their viability. Caesalpinia echinata seeds contain high amounts of 
proteins, including enzymes and their inhibitors. When stored in laboratory 
environmental for one month or at 4ºC for 18 months, these seeds lose their viability. 
We had already identified kallikrein (CeKI) and elastase (CeEI) inhibitors on stored and 
freshly harvested C. echinata seeds. Now, we are interested in studying different 
proteolytic activities in these seeds, in several longevity stages, and purifying and 
characterizing one of them. Proteins from green seeds, freshly harvested or 18-months-
stored were extracted on 20 mM Tris buffer pH 7.5. The best amydolytic activity was 
found in the older seeds. The peptidase was purified from the extracts by ion exchange, 
gel filtration and hydrophobic interaction chromatographies. Several chromogenic 
substrates were tested and this protein, presented high enzyme activity on the 
hydrolysis of Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-pNan (Km=0.268 mM, Vmax=0.334 nmol/min). The 
enzyme was inactivated by serine peptidase inhibitors (AEBSF, SBTI and CeKI), but not 
by cystein (E-64) and metallo peptidase (EDTA) nor by elastase (CeEI) inhibitors. The 
characteristics of the enzyme allowed us to classify it is as serine protease. 
